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【方法】男性トライアスリート（Trained: T 群）7 名と運動習慣のない成人男性（Sedentary: S 群）6 名（年齢
21.3±3.9 歳及び 24.8±3.0 歳）を対象とした．対象者は，3 日間連続で 75% V
．
O2max・1 時間の自転車運
動を行った．測定は 1 日目運動前（D1），3 日目運動前（D3），そして最後の運動から 24 時間後（D4）と
し，リンパ球数，リンパ球アポトーシスを誘導する CD95 の発現を CD3+（T 細胞），CD19+（B 細胞），CD4+
（ヘルパーT 細胞），CD8+（細胞傷害性 T 細胞）別に検討した．さらにリンパ球アポトーシスを検出する
Annexin V の発現をフローサイトメーターによって検討した． 
【結果】 D1 において T 群のリンパ球数は S 群よりも有意に低かった （p < 0.05）． リンパ球数の変動に
おいて，S 群は D1 と比較して D3，D4 で有意な減少を示したが（p < 0.05），T 群は有意な変化を認めな
かった．サブセット別のリンパ球数では，D1 において T 群の CD4+細胞数は S 群よりも有意に低かった（p 
< 0.05）．さらに S 群の CD3+細胞数と CD4+細胞数において，D1 と比較して D3，D4 で有意な減少が認
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染症（Upper-respiratory tract infection: URTI）
への罹患があげられ (Nieman 1994)，ﾄレーニン
グや競技会におけるパフォーマンスの低下に関
係すると考えられている (Gleeson et al. 1995)．
Peters and Bateman はフルマラソンの実施後に
URTI の罹患者が多かったことを報告しており，ま
たいくつかの先行研究においても同様の見解が
示されている (Peters and Bateman 1983; Peters 
et al. 1993)． 
生体内において，免疫系は神経系および内分
泌系とともに密接に関係しあって内部環境の恒













り (Field et al. 1991; Tharp and Preuss 1991)，T
細胞の機能低下は一過性高強度運動で生じるこ






ド ウ 」 が 引 き 起 こ さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 




CD8＋細胞を一時的に減少させる (Gleeson and 






(Green et al. 2003; Green and Rowbottom 2003; 
Tanimura et al. 2008)． 
リンパ球減少のもう一つのメカニズムとしてリン
パ球 のアポトーシスの可 能 性 が考 えられている 
(Mars et al. 1998)．アポトーシスは修復不全の細
胞の除去に働く生理的反応である．また，Green 
は運動による T 細胞の増殖能の低下はアポトー
シ ス の 増 加 に よ っ て 生 じ る こ と を 示 し て い る 
(Green 2002)．一過性運動において，アポトーシ
スの増加やリンパ球減少との関連を示唆する報
告もあるが (Mooren et al. 2002; Mooren et al. 
2004; Timmons and Bar-Or 2007)，リンパ球アポ
トーシスは生じない (Steensberg et al. 2002) あ
るいはリンパ球減少とは関係しないとする報告も






れている (Green et al. 1981; Keen et al. 1995)．
一方で，競技選手において高強度のトレーニン
グ前後で安静時のリンパ球数が変化しないという
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が高値を示すことが報告されている (Mooren et 
al. 2004)．さらに短期間高強度トレーニングにお
いては，競技選手のリンパ球アポトーシスが徐々
に増 加 することが報 告 されている (Hsu et al. 


















6 名（Sedentary: S 群）とした．いずれの群も喫煙
習慣及び服薬習慣は無かった．T 群は，週 5 回 1
























た．エルゴメータに座り，2 分間の安静後に 60 W
から 100 W の負荷（20 W/min のランプ負荷）で 3 
分間のウォーミングアップを行い，その後，疲労
困憊に至るまで 30 W/min のランプ負荷運動を行
っ た． テス ト終 了 条 件 は ① 呼 気 ガス 分 析 装 置






















O2max の負荷で 1 分間のウォー
ミングアップを行い，75 % V
．
O2max の負荷で 59 分











血液サンプルは 1 日目と 3 日目の定常運動負
荷前の安静時（D1，D3）と D3 の採血から 24 時
間後（D4）（合計 3 回）に翼状採血針を用いて肘






にリン酸バッファー（Phosphate Buffered Saline: 
PBS）溶液 2 ml を加えた．この溶液に対して，リン
パ球分離液（Ficoll-Paque，Pharmacia Biothch，
Uppsala，Sweden） 4 ml を静かに重層し，遠心分
離（3000 rpm，30 分，20 ゜C）した．単核球層を












本 研 究 で は ， fluorescence activated cell 
sorter（FACS）によるリンパ球分画の分析を行っ
た．全血染色法によるリンパ球分画の測定には，
3 種 の 蛍 光 色 素 （ fluorescein isothiocyanate: 
FITC, phycoeythin: PE, allophycocyanin: APC）
のモノクローナル抗体を用いた．モノクローナル抗
体 は CD3 （ FITC, ク ロ ー ン ：  UCHT1 ，
DakoCytomation 社，デンマーク），CD19（APC, 
ク ロ ー ン ：  HTB19 ， Biolegend 社 ， ア メ リ カ ） ，
CD4 （ APC, ク ロ ー ン ：  SFCI12T4D11 ，
Immunotech 社，フランス），CD8（FITC, クロー
ン： B9.11，BeckmanCoulter 社，アメリカ），そし
て CD95（PE, クローン： 7C11，BeckmanCoulter 
社，アメリカ）を用い，CD3+細胞（T 細胞），CD4+
細胞（Th 細胞），CD8+細胞（Tc 細胞），CD19+細
胞 （ B 細 胞 ） ， CD95+ 細 胞 ， CD3+CD95+ 細 胞 ，
CD19+CD95+ 細 胞 ， CD4+CD95+ 細 胞 ，
CD8+CD95+細胞を測定 した．ネガティブコントロ
ー ル は ， マ ウ ス IgG1 （ ク ロ ー ン ：  DAK-GO1 ，
DakoCytomation 社 ，デンマーク）を用 いた．1 
サンプルにつき，各抗体を 2 µl ずつ使用し，全血
100 µl と混和し，室温にて 15 分間暗所静置した．
さらに Lysing Solution（0.15 mol・L-1・NH4Cl，10 
mmol・L-1 KHCO3，0.1 mmol・L-1 EDTA-2Na）1 
ml を加えて転倒混和し，さらに室温にて 30 分間
暗所静置した．20゜C，3000 rpm で 5 分間の遠心
後，白塊が沈殿していることを確認し，上清を取り
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除 き，PBS（0.1 % 胎 児 血 清 アルブミン，0.1 % 
NaN3）1 ml 加えて洗浄後，上記の PBS を 300 µl
を加えて FACS 用チューブに分注した． 
Annexin V の 測 定 は ， Annexin-FITC
（Immunotech，Marseille，France）キットを用いて
検出した (Vermes et al. 1995)．アポトーシスの初
期段階において，細胞膜の内側に存在するホス
ファチジルセリン（phosphatidylserine: PS）が細胞
表面上へ露出する．Annexin V は PS に高い親和
性をもち，特異的に結合する．本研究ではこの細
胞表面上の PS に結合した Annexin V を検出する
ことによってアポトーシスを評価した．分離されたリ




V-FITC 1 µl とヨウ化プロピジウム 5 µl を 5×







タ ー （ FACSCalibur ， Becton Dickinson 







標識 抗ヒト IgG 抗体をネガティブコントロールとし
て用いた．1 サンプルあたりリンパ球 10,000 個に
おける陰性及び陽性細胞の割合を，ソフトウェア
（Cell Quest, BD Bioscience 社）を用いてヒストグ
ラム及びドットプロットに示し，解析した．リンパ球



















られた（図 1）．D1 において T 群のリンパ球数は S
群よりも有意に低値を示した．さらに S 群のリンパ






おいて T 群の CD4+細胞数は S 群よりも有意に低
値を示したが，CD3+細胞は両群間に有意な差異
を認めなかった．さらに S 群の CD3+細胞と CD4+






に示した．D1 において T 群の CD8+CD95+細胞の










平均値±標準偏差． *; p< 0.05. 
 
図 2．リンパ球サブセット別の変動 （A）CD4+ （B）CD19+ （C）CD4+ （D）CD8+ 
平均値±標準偏差． *; p< 0.05. 
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表 2．リンパ球アポトーシス指標の変動  



































(Ronsen et al. 2001a; Ronsen et al. 2002; 
Ronsen et al. 2001b)．しかし，Ndon et al. は競
技選手において，4週間の集中的なトレーニング
前後の一過性高強度運動に対するリンパ球の反














の結果が得られている (Gleeson and Bishop 
2005)．よって短期間高強度トレーニングにおいて


























et al. 2002; Tsai et al. 2001)．これらの研究は
80-85 % V
．





いう報告もあるため (Navalta et al. 2007)，本研
究の運動強度はアポトーシスを生じるには低かっ
たのかもしれない．安静時のリンパ球アポトーシス
について，Mooren et al. は最大酸素摂取量が
高い群でAnnexin Vの発現が高かったと報告して
いる (Mooren et al. 2004)．しかしPittaluga et al.
は，競技者と非競技者のアポトーシスを検出する
DNA断片化に差がなかったことを報告している 
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